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N otre patrimoine genetique 
est localise au sein de 
chacune de nos cellules 
nucleees. Nous possedons deux 
types d’ADN: I’ADN mitochondrial, 
localise au sein des 
mitochondries, et I’ADN nucleaire 
localise dans le noyau des 
cellules. Afin d’etudier notre 
genome, deux approches 
diagnostiques sont possibles 
(v. figure): la genetique 
moleculaire, permettant une 
analyse ciblee et la genetique 
chromosomique (cytogenetique), 
une analyse globale (v. tableau). 


Genetique chromosomique 

La realisation d’un caryotype 
permet de diagnostiquer des 
anomalies de nombre (p. ex. 
trisomie 21) et des anomalies de 
la structure des chromosomes 
(p. ex. des deletions). 1 Le 
principal probleme du caryotype 
est son niveau de resolution, qui 
atteint au mieux 5 millions de 
paires de bases (Mb). Ainsi, les 
anomalies inferieures a 5 Mb ne 
sont pas detectees. Afin de 
contourner cette difficulty les 
techniques dites de 
cytogenetique moleculaire se 
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sont developpees dans les 
annees 1990, au premier rang 
desquelles la technique 
d’hybridation in situ en 
fluorescence (FISH) qui, grace 
a une sonde (fragment 
oligonucleotidique specifique 
d’une region du genome), permet 
de mettre en evidence des 
remaniements chromosomiques 
inferieurs a 5 Mb. Ainsi, si un 
syndrome microdeletionnel, 
comme une microdeletion 
22q1 1 .2 (syndrome de Di George) 
est suspecte, il est necessaire de 
realiser un caryotype et la 


a COMPARAISON DES CARACTERISTIQUES DES DEUX GRANDES APPROCHES POSSIBLES 
i POUR ETUDIER LE GENOME : GENETIQUE MOLECULAIRE ET GENETIQUE CHROMOSOMIQUE 



Genetique moleculaire 

Genetique chromosomique 

Consentement du patient 

Oui 

Oui 

Type de prelevement 

Sang sur EDTA 

Biopsie (cutanee, tumeurs. . .) 

Sang sur heparine 

Biopsie (cutanee, tumeurs...) 

Type d’etude 

Ciblee 

Etude des genes (ADN) 

Globale 

Etude des chromosomes 

Niveau de resolution 

A la base pres 

Remaniement superieur a 5 Mb 
pour le caryotype 

Techniques les plus utilisees 

Southern blot 

PCR-Sequengage 

Techniques quantitatives 

Caryotype 

FISH 

Anomalies depistees 

Mutation ponctuelle et anomalie 
de petite taille 

Deletion ou duplication 
d’un ou plusieurs exons 

Anomalie de nombre (trisomie 21) 
Anomalie de structure 
(p. ex. deletion 4p) 


EDTA: acide ethylene diamine tetra-acetique ; FISH : hybridation in situ en fluorescence ; PCR : polymerase chain 
reaction. 
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recherche d’une microdeletion 
22q1 1 .2 par hybridation in situ 
en fluorescence. 

Genetique moleculaire 

Les outils de genetique 
moleculaire ont pour but principal 
d’etudier les sequences codantes 
et regions d’epissage de genes 
connus. Differentes anomalies 
peuvent etre detectees : des 
anomalies de petite taille (de 
I’ordre du nucleotide), des grands 
rearrangements (duplication ou 
deletion d’un ou plusieurs exons 
[les regions codantes des genes]) 
ou des expansions 
nucleotidiques. 2 

Le diagnostic genetique de routine 
fait appel au sequengage direct 
des regions codantes des genes 
(exons). II a ete revolutionne par 
I’utilisation en pratique courante 
de la polymerase chain reaction 
(PCR) qui permet d’amplifier 
selectivement les parties de I’ADN 
a analyser, et par I’automatisation 
des techniques de sequengage. 
Ces techniques permettent de 
mettre en evidence des mutations 
ponctuelles, des insertions ou des 
deletions de quelques nucleotides. 
Si les genes sont de grande taille, 
des techniques de criblage 
comme la dHPLC (denaturing high 
performance liquid 
chromatography) ou I’HRM (high 
resolution melting) peuvent etre 
utilisees au prealable pour 
detecter les exons a sequencer. 
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La technique du Southern blote st 
toujours utilisee dans les maladies 
par amplification de triplets 
(p. ex. syndrome de I’X fragile). 
Enfin, des techniques semi- 
quantitatives peuvent etre 
utilisees, comme la MLPA 
(multiplex ligation probe 
amplification) ou la PCR 
quantitative (qPCR), permettant de 
diagnostiquer une variation de 
dosage genique au niveau d’un 
exon par exemple. 


Perspectives 

Ces dernieres annees se sont 
developpees des techniques alliant 
les outils de la genetique 
moleculaire et de la cytogenetique 
afin d’obtenir une analyse a la fois 
globale et ciblee du genome, 
comme la technique d’hybridation 
genomique comparative sur 
microreseau (CGH array) 
permettant de mettre en evidence 
des anomalies chromosomiques 
de I’ordre de 30 kilobases. 3 


Enfin, il devient possible de 
sequencer I’ensemble du genome 
d’un individu. Ce sequengage, dit 
haut debit, est actuellement utilise 
uniquement en recherche. 
Cependant, I’arrivee de ces 
nouvelles techniques pose des 
problemes d’interpretation 
et d’ethique importants. 4 • 


Les auteurs declarent n’avoir aucun 
conflit d’interets concernant les donnees 
publiees dans cet article. 
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FIGURE 


Synoptique des differentes methodes d’analyse 
du genome. 

Dans les cellules nucleees, il existe deux types d’ADN : 
mitochondrial et nucleaire. Deux approches sont possibles: 
genetique moleculaire (analyse ciblee) et genetique 
chromosomique (analyse globale). 

A) Technique de sequengage (Sanger) d’un gene. Mise en 
evidence d’une mutation a I’etat heterozygote par sequengage 
direct. La mutation apparaTt comme une image de « double 
pic » (encadre rouge) avec la superposition du nucleotide 
normal (G en noir) avec le nucleotide mute (T en rouge). 
L’electropherogramme situe au-dessus correspond a la 
sequence normale. 


B) Caryotype: image d’un caryogramme avec une trisomie 21 
(rond rouge). 

C) Technique d’amplification multiplex de sonde nucleique 
dependant des ligatures (MLPA), qui met en evidence des 
variations du nombre de copies. En bleu, les sondes 
correspondant aux controles de normalisation. En vert, les 
sondes situees dans les zones a etudier et presentes en 
quantite normale (ratio a 1 par rapport a un temoin normal). 

En rouge les sondes deletees (ratio a 0,5) [rond rouge]. 

D) Hybridation in situe n fluorescence (FISH). Utilisation d’une 
sonde rouge localisee en 22q1 1 .2 au niveau de la region 
deletee dans le syndrome de Di George. Utilisation d’une sonde 
controle verte permettant de localiser les chromosomes 22. 

Le chromosome encadre a une deletion 22q1 1 .2 au locus du 
syndrome de Di George (absence de la sonde rouge). 

Les techniques pangenomiques (E et F) (encadre gris) allient 
les outils de genetique moleculaire et chromosomique afin 
d’obtenir une analyse de I’ensemble du genome avec une tres 
grande precision. 

E) Analyse chromosomique sur puce a ADN. Image d’une puce 
oligonucleotidique comportant 244000 regions du genome. 
L’analyse bio-informatique permet de detecter des variations du 
nombre de copies (CNV) de petite taille. Sur I’image de droite, 
microdeletion 1 7q21 .3 d’environ 700 kb (encadre rouge). 

De nombreuses sondes sont deviees vers la gauche (le -1), 
signant une deletion de la region. 

F) L’avenir est au sequengage dit haut debit qui permettra 
d’acceder a I’ensemble du genome de I’individu a la fois en 
termes de sequence et en termes de nombre de copies. 

La sequence de James Watson, codecouvreur de la structure de 
I’ADN, est accessible publiquement: 
http://jimwatsonsequence.cshl.edu/cgi-perl/gbrowse/ 
jwsequence/. 
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